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家 E D # x 库 
RET” R 


《中 国 科 学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 * 上 海 200031) 


ME ARIS TRA Bombyx mori 基因 文库 的 构建 。 Sau3A 部 分 酶 解 的 12 一 20 kb RERE 
fk DNA 片段 被 克隆 在 4 EMBL4 的 BamHI! 位 点 ， 得 到 重组 噬菌体 数 3.5X10"pfu， 超 过 了 建 库 要 求 
的 理论 值 。 进 一 步 鉴 定 表明 : BARAK Spt 表 型 ;插入 的 DNA FREDA: FO MEA TE 
SASS RMS Bl 基因 同 源 上 顺序 的 阳性 重组 体 , 这 些 结果 显示 了 基因 文库 的 可 靠 性 。 

关键 词 FR ”基因 文库 Rik 4EMBL4 


KE Bombyx mori 在 我 国 饲养 历史 做 久 ,是 重要 的 经 济 昆虫 。 随 着 分 子 遗 传 和 基 
因 工 程 研究 的 进展 ,家 乔 因 为 其 个 体 较 大 , 子 代 多 ,可 以 大 规模 人 工 饲养 ,发 育 各 阶段 的 生 
物 学 性 状 明确 ,遗传 品系 众多 等 特点 ,可 能 成 为 基 图表 达 调 榨 及 转基因 研究 的 优良 材料 。 
而 这 些 基础 研究 的 成 果 又 将 为 家 番 的 遗传 育种 和 筹 丝 改良 提供 必要 的 理论 依据 。 对 家 番 
的 基因 和 分 子 遗 传 学 研究 方面 ,日 本 、 法 国 和 美国 等 起 步 较 早 ， 但 他 们 深入 研究 的 主要 是 
给 蛋白 基因 和 卵 玫 蛋白 基因 (Morrow 等 ,1977; Ohshima 和 Suzuki, 1977; Okamoto 
等 ,1982)。 近 年 来 ,法 国 和 日 本 的 学 者 先后 发 现 了 家 看 基因 的 转 座 子 结构 (Michaille 等 ， 
1990; Unda 等 ,1986)。 苏联 学 者 还 进行 了 转基因 家 等 的 研究 (Nikolaev 等 , 1989)。 
这 无 疑 是 这 些 国家 计划 通过 基因 重组 技术 研究 改良 蚕丝 的 先导 探索 。 我 国 对 家 径 分 子 遗 
传 的 研究 其 为 薄弱 , 几 无 这 方面 的 研究 报道 。 

建立 家 彼 染 色 体 DNA 基因 文库 ， 是 开展 家 蚕 分子 遗 传 和 基因 工程 研究 的 基 础 工 
作 。 我 们 选择 我 国 江苏 镇 江 地 区 的 家 每 东 肥 X 华 合 品系 ,用 EMBLA WET RARE 
DNA 基因 文库 。 

材料 和 方法 

一 、 材 料 

LAE: 东 肥 x 华 合 品系 由 中 国 农业 科学 院 蚕 业 研究 所 提供 。 

2. 吃 菌 体 : AEMBL4 (sbhI°l bl89(polycloning site int29 ninL44 trpE polyclo- 
ning site) KH54 chiC Srl24° nin5 Srla5°), 

3. TH EER E. coli: LE392 (supE44 supF58 hsdR514 galK2 galT22 metBl trpR55 
lacY1); NM539 (supF hsdR lacY [P2cox]), 

4. 体 外 包装 药 盒 : Amershams 公司 产品 。 

5. 探 针 : 库 蚊 酯 酶 Bl 基因 探 针 由 Moushes 博士 赠送 (Moushes 等 ,1986); ARE 
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BAKA MTIIA 探 针 由 Hamer 博士 赠送 (Hamer，1986)o 

6. 试剂 : EAKA Merck 公司 产品 ;限制 性 内 切 酶 、T，DNA 连接 酶 分 别 为 
Boehringer Mannheim 公司 和 New England Biolabs 公司 产品 ; 低 融 点 琼脂 糖 为 BRL 
公司 产品 ;其 它 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 

二 ,方法 : 基因 文库 的 构建 程序 主要 参照 Maniatis 等 和 Davis 等 介绍 的 方法 《Da- 
vis 等 ,1986; Maniatis 等 ,1990) 进 行 。 

LARA DNA 制备 : 从 五 龄 第 三 天 家 重 的 后 腹部 取出 丝 腺 体 组 织 , 经 冷 生理 
苛 水 洗涤 后 投入 液 氨 ,迅速 取 出 后 击 碎 成 粉末 ; 然后 按 Davis 等 的 方法 进行 (Davis, 
1986), 

2. 12 一 20kb R# DNA 片段 制备 ; REBAR DNA 用 Sau3A 部 分 酶 切 ,以 0.8% 
低 融 点 琼脂 糖 凝 胶 电 沪 从 部 分 酶 解 样品 中 回收 12—20 kb DNA 片段 。 

3. Bik “MB” DNA 制备 : WEAK 1EMBL4 及 其 寄主 菌 的 纯化 和 活力 鉴定 按 
Davis 等 的 方法 (Davis 等 ,1980)。 超速 离心 法 大 量 收集 噬菌体 颗粒 基本 参照 Maniatis 
等 的 方法 (Maniatis 等 ,1982)。 用 苯酚 、 氯 仿 法 抽 提 获得 1EMBL4 DNA, & BamHI 
完全 酶 切 并 以 0.5 多 低 融 点 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 " 双 臂 。 

4. 连接 反应 和 体外 包装 : 按 0.5pg RH DNA 片段 与 lug “MB” DNA 的 比例 连 
接 。 按 Amershams 公司 体外 包装 药 盒 提供 的 方法 完成 体外 包装 。 

5. 重组 噬菌体 筛选 : ”切口 平移 法 探 针 标记 ，Southern 转移 杂交 等 均 按 Sambrook 
等 方法 (Sambrook 等 ,1989) 进 行 。 杂 交 温 度 65%C。 

6. 基因 库 扩 增 : 按照 Davis 等 的 方法 (Davis 等 ,1986)。 


结果 与 讨论 


一 、DNA 用 于 构建 基因 文库 目的 而 制备 的 染色 体 DNA， 应 该 保持 DNA OTS 
整 , 尽 可 能 避免 在 抽 提 过 程 中 造成 降解 。 我 们 抽 提 的 家 等 染色 体 DNA £ 0.5% 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 中 显示 其 分 子 量 远大 于 噬菌体 DNA, Æ Sau3A 部 分 酶 解 后 ， 以 凝 胶 电泳 回 
收 用 于 克隆 的 家 等 Sau3A 片段 ,经 电泳 检查 分 子 量 为 12 一 20kb。 根据 2EMBL4 载体 
克隆 的 特点 (Sambrook 等 ,1989), 这 是 保证 本 基因 文库 中 不 存在 任何 片段 之 间 自 身 连 接 
HAR AIE ”相连 的 重组 体 。 

MARERA EMBLA AR Ra A rad 和 gam HAME Spi+ 表 型 , 它 不 
能 在 P ARA NM 539 中 生长 ,只 能 感染 宿主 菌 LE392。 本 实验 所 用 叭 菌 体 和 宿主 菌 
经 检查 符合 筛选 标记 。 纯 化 后 的 XEMBL4 DNA 分 别 用 BamHI、EcoRI、Sall 完全 酶 
切 检查 ,符合 其 物理 图 谱 。 经 BamHI 了 酶 切 后 产生 的 左右 “ 双 辟 ”分别 为 20.3kb 和 9.2kb, 
以 及 中 间 片 段 13.7kb， 回 收 “ 双 辟 ”的 电泳 结果 表明 中 间 片 段 已 被 除去 。 

二 、 连 接 和 包装 ”10 一 20kb RB DNA FRSA NE” DNA 连接 后 进行 体外 
包装 。 取 1/200 BRAUKRARRESBERRA RAM, 17 ROS pfu 数 ， 
并 由 此 推算 出 重组 噬菌体 总 数 为 5.5 x 10 pfu。 根据 Clark 和 Carbon 理论 (Clarké 
和 Carbon，1976)， 基 因 文 库 能 以 99% 检 出 概率 〈p) 覆盖 整个 基因 组 所 需要 的 重组 体 
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Al 重组 体 DNA 的 酶 切 图 谱 
M 为 HindIll 酶 切 ADNA 1 一 6 为 EcoRI 酶 切 重组 体 DNA C 为 EcoRI 酶 切 AEMBL4 DNA 








阳性 重组 体 DNA 的 Southern 转移 与 杂交 
(A) 电泳 (B) Southern 印迹 杂交 
CH EcoRI 酶 切 XEMBL4 DNA, M 为 Hindli 酶 
切 ADNA, S 为 Hind II 酶 切 重组 体 DNA, 


数 N 一 jn 一 | 文献 报道 (Gage，1974)， 家 蚕 的 基因 组 大 小 (g) 为 5 Xx 10bp， 


图 2 第 二 轮 筛选 中 的 阳性 重组 体 图 3 
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重组 噬菌体 中 揪 人 家 乔 DNA 片段 的 平均 大 小 ({) 16kb, 运算 结果 表明 所 需 重组 体 数 约 
是 1.4 x 10。 因 此 在 理论 上 ,我 们 构建 的 家 短 基 因 文 库 已 满足 包含 家 蚕 的 全 部 基因 成 份 

三 、 重 组 听 菌 体 的 鉴定 基因 文库 容量 是 否 覆 盖 了 染色 体 DNA 应 有 的 所 有 基因 
片段 ,从 理论 上 推算 所 需 重 组 体 数 N 只 是 一 方面 ,我们 还 对 基因 文库 进行 了 下 列 三 方面 检 
查 , 以 进一步 确定 其 可 靠 性 。 

1. 感染 P SRA: 我 们 从 基因 文库 中 取 相 同 量 喉 菌 体 ， 同 时 感染 LE392 和 
NM539， 结 果 在 LE392 LEMKE 1476 pfu, Æ NM539 EWE 1405pfu， 出现 率 
95% ko iH TR DNA 片段 取代 了 1EMBL4 DNA WAR, BARE 
体 已 经 由 Spit 表 型 转变 为 Spi” 表 型 ,因此 它 既 能 感染 宿主 菌 LE392 也 能 感染 P. 溶 
ME NM539。 

2. 插 和 人 DNA 片段 情况 : 播 人 片段 与 “ 双 臂 "相连 后 ,载体 上 的 BamHI 位 点 已 经 消 
失 , 需 由 邻近 位 点 EcoRI] 重新 切 出 。 用 EcoRI SSRI BAMA DNA, 电泳 检查 表 
AA, RG LE BAAR AKAMA RS” BAW DNA 片段 则 各 不 相同 ( 见 
图 1), 且 没有 空 载 的 2BMBL4。 据 此 推测 ,基因 文库 中 不 同 重组 体 的 确 插 入 了 不 同 的 家 和 下 
基因 片段 。 | 

3. 标记 探 针 筛选 情况 : ROASRAWARY HA Bl 基因 探 针 和 人 摄 金 基 内 
MTIIA 探 针 对 基因 文库 进行 了 试探 性 和 饰 选 ,获得 五 个 阳性 重组 鸣 菌 体 ( 见 图 2)。 进一步 
HES Bl 基因 单一 探 针 筛选 ,表明 共 中 有 三 个 阳性 重组 体 含 有 酯 酶 Bl 基因 同 源 顺 序 ; 
纯化 后 的 一 重组 奖 菌 体 DNA ,经 Southern 转移 和 杂交 ,有 了 明显 的 阳性 杂交 条 带 , 证 明 这 
个 重组 体 中 插入 了 与 酯 酶 B1 基因 顺序 同 源 的 片段 ( 见 图 3)o 这 些 结果 显示 了 本 基因 文 
库 的 可 靠 性 。 


参 考 x 献 


Clarke, L. & J. Carbon 1976 A colony bank containing synthetic col El hybrid plasmids representative of the 
entire E. coli genome. Cell 9: 91 一 9. 

Davis, L. G. et al. 1986 Basic Methods in Molecular Biology, p. p. 47-—50. Elsevier Science Publishing Co., 
Inc, 

Davis, R. W. et al. 1980 A Manual for Genetic Engineering, Advanced Bacterial Genetics. p. p. 70—77, C. S. B. 

Gage, L. P. 1974 Polyploidization of the silk gland of Bombyx mori. J. Mol, Biol. 86: 97 一 -108. 

Hamer, D. H. 1986 Metallothionein. Ann. Rev. Biochem. 55: 913—51. 

Maniatis, T. et al. 1982 Molecular Cloning, A Laboratory Manual. p. p. 76--78, 270—305, C. $. H. 

Michaille, J. et al. 1990 The complete sequence of mag, A new retrotransposon in Bombyx mori. Nucleic Acid 
Research 18: 674. 

Morrow, J. F. et al. 1977 Studies on the Silk Fibroin Gene in Recombinant Molecules: Imipact on Science and 
Society (Ed. by R. F. Beers et al). p. p. 409—417. Raven Press, New York. 

Mouches, C. et al. 1986 Amplification of an esterase gene is responsible for insecticide resistance in a California 
Culex mosquito. Science 233: 778—80. 

Nikolaev, A. I. et al. 1989 Microinjections of recombinant DNA into early embryos of the mulberry silkworm 
Bombyx mori. Mol. Biol 23: 938—47. 

Ohshima, Y. & Suzuki, Y. 1977 Cloning of :he siik fibroin gene and its flanking sequences. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 74: 5363—7. 


Okamoto, H. et al. 1982 Structural analysis of sericin genes, Homologies with fibroin gene in the 5’ flanking 


142 E H 学 报 36 着 


nucleotide sequences. J. Biol. Chem. 257: 15192 一 9， 

Sambr:ok, J. et al. 1989 Molecular Cloning, A Laboraiory Manual, 2nd Ed. p. p. 2, 32—2, 33, 9.31—10.12. 
C. S. H. 

Unda, H. et al 1986 Transposable genetic element found in the 5’-flanking region of the fibroin H-chain gene 
in genomic clone from the silkworm Bombyx meri, J. Mol. Biol. 190: 319—327. 


A GENOMIC LIBRARY OF SILKWORM BOMBY X MORI 


HUANG JIg-Yu* Wu XIANG-FU 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica; Shanghat 200031) 


A genomic library of silkworm Bombyx mori (Chinese species DongfeiX Huahe) was 
constructed. 12—20 kb DNA fragments from partially digested silkworm genomic DNA with 
sau3A were recovered and inserted into the BamHI site of the bacteriophage vector AKEMBL4. 
The recombinant molecules were packaged in vitro and amplified to a permanent library. 
The number of the bacteriophage recombinants was 5.5X10° pfu. This number exceeded the 
theoretical number necessary to cover the whole genome. Futher examination showed: 1. The 
phenotype of bacteriophages in the library was Spi~; 2. Different recombinants contained dif- 
ferent foreign DNA fragments; 3. After screening the library by hybridization, some recom- 
binants containing the foreign DNA homologous to the probe of mosquito esterase Bl gene had 
been isolated. These results demonstrated the reliability of the library. 

Key words Bombyx mori vector AEMBL4 
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